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摘要 :【 目 的】 本 研究 旨 在 分 析 比 较 扩 头 蔡 白蚁 Tsaitermes ampliceps 工 蚁 前 中 肠 和 后 肠 及 其 内 容 物 
的 蛋白 构成 和 表达 差异 ,挖掘 降 解 木质 纤维 素 的 相关 酶 和 蛋白 。【 方 法 】 通 过 扩 头 葵 白 蚁 工 蚁 的 前 
中 肠 和 后 肠 及 其 内 容 物 蛋白 的 双向 电泳 ,对 高 表达 或 高 差异 表达 的 47 个 蛋白 点 进行 MALDI-TOFV 
MS 测序 ,并 进行 生物 信息 学 分 析 。【 结果 】 测 序 分 析 发 现 , 扩 头 蔡 和 白蚁 肠 道 及 其 内 容 物 蛋白 中 有 结 
构 蛋 白 13 个 调节 蛋白 9 个、 白蚁 代谢 相关 蛋白 10 个 微生物 代谢 相关 蛋白 7 个。 经 PD Quest 分 
析 发 现 , 在 前 中 肠 和 后 肠 有 11 个 蛋白 均 高 表达 ; 仅 在 前 中 肠 表 达 的 蛋白 有 12 个 ,主要 是 白蚁 代谢 
相关 蛋白 和 调节 蛋白 ; 仅 在 后 肠 表达 的 蛋白 有 8 个 ,主要 是 微生物 代谢 相关 蛋白 。 整 个 肠 道内 参与 
木质 纤维 素 降 解 的 相关 酶 有 5 个 ,分 别 是 白蚁 自身 分 六 的 内 源 性 纤维 素 酶 ,细菌 产生 的 内 切 -B-1， 
4- 葡 聚 糖 酶 和 过 氧化 物 歧化 酶 以 及 原生 动物 产生 的 GH11。【 结论 ] 白 蚁 对 木质 纤维 素食 物 的 降解 
主要 在 前 中 肠 , 后 肠 对 降解 产物 进一步 降解 并 进行 微生物 生长 代谢 。 这 些 降 解 产物 和 微生物 菌 体 
蛋白 为 白蚁 的 肛 哺 提供 营养 成 分 。 

关键 词 : 扩 头 蔡 白 蚁 ; 肠 道 ; 差异 表达 蛋白 ; 木质 纤维 素 ; 双向 电泳 ; MALDI-TOF/MS 
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Identification of proteins in the gut of Tsaitermes ampliceps ( Isoptera: 


Rhinotermitidae ) 
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An-Dong ` ( College of Life Sciences, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China) 
Abstract: [ Aim] The aim of this study is to analyze and compare the composition and expression 
difference of proteins in the fore- and midgut and the hindgut including gut contents of Tsaitermes 
ampliceps workers, and then to excavate the enzymes and proteins that can degrade lignocellulose. 
[Methods] By two-dimensional electrophoresis of the proteins in the fore- and midgut and the hindgut 
including gut contents of T. ampliceps workers, 47 protein spots with high expression or high expression 
difference were sequenced by MALDI-TOF/MS and subjected to bioinformatics analysis. [Results] The 
sequence analysis showed that there are 13 structural proteins, 9 regulatory proteins, 10 termite 
metabolism-related proteins and 7 microbial metabolism-related proteins in the gut and gut content 
proteins of T. ampliceps. The PD Quest analysis showed that 11 proteins were highly expressed in both 
the fore- and midgut and the hindgut, 12 proteins mainly related to metabolism and belonging to 
regulatory proteins were expressed only in the fore- and midgut, and 8 proteins mainly related to microbial 
metabolism were expressed only in the hindgut. There are five enzymes involved in the degradation of 
lignocellulose in all the gut proteins, including endogenous cellulase secreted by termites themselves, 


endo-Q-1, 4-glucanase and peroxidase produced by bacteria, and GH11 produced by protozoans. 
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[ Conclusion ] The degradation of lignocellulosic food is mainly in the fore- and midgut, and the further 


degradation of the degraded products and the metabolism of the products for microbial growth are mainly 


in the hindgut. The degraded products and bacterial proteins provide nutrients for anal feeding of 


termites. 


Key words: Tsaitermes ampliceps; gut; differentially expressed proteins; lignocellulose; two-dimensional 


electrophoresis; MALDI-TOF/ MS 








木质 纤维 素 是 地 球 上 非常 富有 的 可 再 生生 物质 
资源 ,主要 由 纤维 素 、 木 质 素 和 半 纤 维 素 等 成 分 组 成 
CREDERE S RIE, 2009) ,但 是 ,生物 质 资源 的 利用 和 
转化 受到 原料 自身 抗 降解 屏障 特性 的 影响 ,成 为 制 
约 其 产业 化 发 展 的 主要 障碍 ,因此 ,探索 自然 生物 系 
统 中 能 够 高 效 转化 木质 纤维 素 的 技术 体系 成 为 解决 
这 一 瓶 开 的 重要 途径 。 据 统计 ,有 100 多 种 昆虫 被 
uESCHAR BJ] 8 BS TE (c À P £T ZË ERI BE JJ , He hH SEE RE 
EL ES € À B ME Panesthia cribrata FI E4 8X. , 2 Fe MV. H 
H8 Ha. 5388 H B < #F 2 ( Martin, 1983; Slaytor, 
1992; Lawton et al., 1996; Mohr and Tebbe, 2006) , 
在 这 些 昆 虫 中 ,白蚁 消化 木质 纤维 素 的 效率 最 高 ,可 
以 在 24 h 内 消化 摄 人 植物 中 高 达 99% 的 纤维 素 ,而 
其 他 食 木 昆虫 对 纤维 素 的 消化 率 只 有 12% ~ 68% 
(Sun and Scharf, 2010) 。 如 此 高 效 的 木质 纤维 素 消 
化 能 力 使 白蚁 成 为 研究 高 效 利 用 木质 纤维 素 资 源 的 
热点 ,人 研究 者 希望 通过 对 白蚁 的 研究 ,发 据 新 型 .天 
JR 高 效 的 木质 纤维 素 酶 ,了 解 白 蚁 肠 道内 酶 对 木质 
纤维 素 的 转化 特征 , 解 开 昆虫 肠 道 转化 木质 纤维 素 
之 谜 ,为 高 效 转化 木质 纤维 素 为 生物 能 源 及 生物 基 
产品 奠定 基础 。 白 蚁 ( 工 愧 ) 消化 道 呈 螺旋 形 , 主 要 
由 前 肠 .中 肠 和 后 肠 3 部 分 组 成 (Brune and Stingl, 
2006)。 白蚁 后 肠 相当 发 达 , 约 占 全 部 肠 道 总 容积 
的 4/5 之 多 ,主要 负责 吸收 水 份 .无 机 盐 及 排除 代谢 
废物 等 (Schmitt-Wagner et al., 2003; 陈 虹 等 ,2005 ; 
苏 丽 娟 等 , 2011)。 因 此 ,白蚁 作为 小 型 动物 生物 反 
应 器 ,由 进行 物理 消化 的 研磨 器 (具有 强大 咀嚼 能 
力 的 口 器 ) 和 生化 消化 的 反应 池 ( 即 消化 道 ) 组 成 ， 
生化 消化 主要 是 指 由 复杂 的 微生物 区 系 和 木质 纤维 
素 酶 系 参与 的 木质 纤维 素 的 降解 和 转化 ( Zhou et 
al., 2007) 。 

迄今 为 止 人 们 对 白蚁 纤维 素 酶 系统 的 研究 主要 
分 两 类 ,一 是 用 基因 组 、 转 录 组 和 蛋白 组 学 的 方法 对 
木质 纤维 素 降解 酶 进行 鉴定 和 甄别 ,二 是 对 酶 进行 
基因 克隆 ,表达 或 者 分 离 纯 化 后 测定 其 酶 学 特性 , 希 
望 对 这 些 酶 的 生产 应 用 提供 资料 。 比 如 ,研究 者 对 
低 等 白蚁 如 北美 散 白 蚁 Reticulitermes flavipes 达尔 




























































































OC 3 H BV Mastotermes darwiniensis、 山 林原 白蚁 
Hodotermopsis sjostedti, E Æ ği H IX Neotermes 
koshunenses 和 黄 胸 散 白 蚁 Rhticulitermes speratus 等 
的 肠 道 微生物 的 酶 系 和 酶 蛋白 进行 了 研究 ( Zhou et 
al., 2007 ; Tartar et al., 2009; Hongoh, 2010; Franco 
Cairo et al., 2011; Xie et al., 2012) ,也 对 高 等 白蚁 
| FI HV JE HS Microcerotermes sp., Trinervitermes 
trinervoides KRAI Nasutitermes WHERE E VJ S 
进行 宏基 因 组 学 分 析 (Zhang et al., 2009; Watanabe 
and Weissman, 2010; 2012; 
Rashamuse et al., 2017) ,白蚁 肠 道内 容 物 中 发 现 的 
纤维 素 酶 最 多 ,也 有 木 聚 糖水 解 酶 . 果 胶 酶 和 尝 粉 
酶 ,包括 纤维 素 酶 (GH1, GH3, GH5, GH7, GH9 和 
CBM6 等 ) , 半 纤 维 素 酶 (GH2, GH8, GHIO, GHII, 
GH16, GH43 和 CBM 27 等 ) 和 果 胶 酶 (GH28 和 
GH29 等 ) ,这 些 酶 多 为 内 源 性 纤维 素 酶 。 另 外 , 研 
究 者 用 不 同方 法 克隆 和 表达 了 一 些 白 蚁 的 木质 纤维 
素 酶 基因 ,例如 :对 北美 散 白 蚁 R. flavipes 的 研究 最 
多 ,包括 3 个 来 自 于 白蚁 后 肠 原 生动 物 的 纤维 素 酶 
GHF7-3, GHF7-5 和 GHF7-6( Sethi et al., 2013) , 肠 
道中 分 离 到 的 漆 酶 亚 型 RfLacA 和 RfLacB ( Coy et 
al., 2010) ,唾液 腺 分 泌 的 内 源 性 内 切 B-1 ,4- 葡 聚 糖 
酶 RsEG ( Hirayama et al.，2010 ); 黄 胸 散 白蚁 的 
GH45 家 族 的 内 切 B-1, 4-BE TF Bj ( Otagiri et al., 
2013) 和 木 糖 异 构 酶 (Katahira et al., 2017) ; 乳 .白蚁 
属 &ys53L HI "y Coptotermes formosanus 的 两 种 内 源 性 
BG 同 源 物 CfGlul B 和 CfGlulC( Feng et al., 2015) ; 
高 山 象 白蚁 Nasutitermes takasagoensis 后 肠 的 NEG 
可 水 解 纤 维 素 糊 精 的 B-1 ,4- 纤 维 素 链 成 纤维 二 糖 和 
葡萄 糖 ( Hirayama et al., 2010); Z nsum 
Nasutitermes corniger BJ T.I JIP i 35 $e JU] rH pr 
测 到 了 多 种 纤维 素 酶 ( AU ROBES RU ARR 
酶 .B- 和 葡萄 糖苷 酶 ) 、 半 纤维 素 酶 (B- 木 聚 糖 酶 ，a-l- 
RAAR AEN, B-d- RHE) ,a- 淀 粉 酶 、 和 蛋白 
HE ( trypsin-like, chymotrypsin-like, keratinase-type ) 
(Lima et al., 2014); dH + [FI HZ Odontotermes 
formosanus 的 肠 道 真菌 产生 的 纤维 素 酶 具有 Eg Rl 








Nimchua et al., 
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和 B-l ,4- 糖 并 酶 活性 ( Duan et al., 2017) , 

经 过 近 几 十 年 的 研究 ,人 们 对 白蚁 肠 道 内 容 物 
中 降解 木质 纤维 素 的 机 理 有 了 较为 深刻 的 理解 ,但 
还 远 远 不 够 ,需要 进一步 的 研究 。 本 研究 用 双向 电 
泳 (2-DE) 和 MALDI-TOF/MS 测序 联 用 的 方法 直观 
TIR T H LZ AHA Tsaitermes ampliceps 肠 道 及 其 内 
容 物 的 蛋 日 构成 及 这 些 蛋 白 在 前 中 肠 和 后 肠 的 表达 
差异 ,并 对 测 到 的 木质 纤维 素 酶 的 结构 进行 了 预测 ， 
为 理解 白蚁 降解 木质 纤维 素 的 机 理 , 挖 掘 白 蚁 生物 
系统 中 的 高 效 降 解 酶 提供 理论 依据 。 
































1 材料 与 方法 


1.1 白蚁 采集 及 肠 道内 容 物 提 取 

扩 头 获 白 蚁 采 自 河南 省 信阳 商城 县 金刚 台 乡 
(31°79'N, 115?50' E) ,采集 到 的 扩 头 袭 白蚁 首先 进 
行 物种 鉴定 ,然后 在 黑暗 .22 ~ 30Y 潮湿 (湿度 > 
50% ) 的 条 件 下 饲养 , 取 数 千 头 (前 中 肠 4 000 头 、 后 
肠 1 000 3L) 9^3 2€ FA IBUT C, FR SRI ET A 3 SE E 
KERRALLA ( E 1) ,分 离 前 中 肠 和 后 肠 , 放 
入 0.2 mol/L PBS 溶液 中 , 匀 浆 肠 道 及 其 内 容 物 样品 
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( 冰 上 操作 ) ,2 000 r/min 4% Ei» 30 min ,吸取 上 清 。 
1.2 肠 道内 容 物 蛋 白 提 取 和 纯化 

TE 1.1 节 获 得 的 粗 和 蛋白 溶液 用 0. 22 pm Micro 
PES 树脂 (用 MillQ 水 湿润 过 ) 过 滤 , 加 入 1⁄4 体积 
的 50% TCA- 丙 酮 (5 g 三 氧 乙 酸 ,加 去 离子 水 溶解 ， 
定 容 至 10 mL) , 冰 浴 。 离 心 弃 上 清 , 加 入 冰 丙 酮 (内 
0.01 mol/L DTT, 保 存在 -20%C 冰箱 中 ), 冰 浴 。 
4%C 12 000 r/min 离心 30 min, 弃 上 清 。 加 入 蛋白 提 
取 液 [SDS 0.15 g, 1 mol/L Tris-HCl (pH 7.6) 1.5 
mL, DTT 0.015 g, 0. 5 mol/L EDTA-Na, 0. 1 mL, Jẹ 
WE 3 g, 加 MillQ 水 定 容 至 10 mL] ,40 — 50*C 加 热 30 
min ,溶解 沉淀 ,20% 12 000 r/min 离心 30 min, 弃 上 
清 。 加 入 0.1 mol/L Z Bg££ FF rtr R Ek 0. 77 
g, 加 入 甲醇 溶解 并 定 容 至 100 mL) 18 JE 18.5] , KA 
离心 , 奔 上 清 。 再 用 冰 甲 醇 溶液 (内 会 0.01 mol/L 
DTT ,保存 在 -20C Ykä h ) 清洗 固体 沉淀 。 加 入 含 
有 尿素 iti RI CHAPS 等 试剂 的 裂解 液 ( 尿 素 4.2 
g, BK 1.52 g, CHAPS 0.4 g) 15*C 220 r/min 震荡 
溶解 30 ~ 60 min, 样品 和 蛋白质 浓 度 采用 Bradford 
(1976) 法 测定 ,确保 蛋白 样品 浓度 1 pL=12 ug 5& 
白 量 ,之 后 放 在 -20Y 冰箱 保存 。 
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1 扩 头 袭 白蚁 工 蚁 肠 道 解剖 示意 图 
Fig. 1 Anatomy sketch of Tsaitermes ampliceps worker gut 
O: 食道 Oesophagus; Cl; IÆ Crop; CV; 责 门 欠 Cardiac valve; Pl; 前 胃 Proventriculus; Mg: 中 肠 Midgut; T; E^ Malpighian tubules; U; 肠 


ud 





道 办 前 节 Segment preceding the enteric valve; P2: 3JÉ Ej Paunch; C2; 结肠 Colon; R: 直肠 Rectum. 


1.3 双向 电泳 

1.2 节 和 蛋白 样品 置 室温 涂 解 ,加 入 0.01 g DTT 
充分 混 匀 即 为 水 化 上 样 缓冲 液 。 取 出 冷冻 保存 的 线 
性 IPG 预制 胶 条 (11 cm, pH 4 -7) ,室温 放置 10 
min , 沿 着 聚焦 盘 的 边缘 从 左 到 右 线性 加 入 等 量 ( 体 
积 和 质量 ) 的 蛋白 样品 〈 在 槽 两 端 各 1 cm 左右 不 要 
































加 样 ,中 间 的 样品 液 一 定 要 连贯 且 不 要 有 气泡 ,和 否则 
会 影响 到 胶 条 中 蛋白质 的 分 布 ) , 当 蛋 白质 样品 都 
加 入 到 聚焦 盘 中 后 ,用 狠 子 轻 轻 地 去 除 预 制 IPG 胶 
条 上 的 保护 层 。 分 清正 负极 , 轻 轻 地 将 IPG 胶 条 胶 
面 朝 下 置 于 聚焦 盘 或 水 化 盘 中 样品 溶液 上 ,使 得 胶 
条 的 正极 ( 标 有 + ) 对 应 于 聚焦 盘 的 正极 。 在 每 根 
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胶 条 上 覆盖 矿物 油 , 防 止 胶 条 水 化 过 程 中 液体 的 蒸 
发 。 需 缓慢 地 加 入 矿物 油 , 沿 着 胶 条 使 矿物 油 一 滴 
一 滴 慢 慢 加 在 塑料 支撑 膜 上 ,对 好 正 负极 ,设置 等 电 
聚焦 程序 。 

等 电 聚 焦 程 序 为 :电流 保证 不 超过 50 pA, SI 
50 V 主动 水 化 12 h—S2 200 V 线性 1 h 一 S3 1 000 
V 快速 1 h 一 S4 9 000 V 线性 2 h 升 压 一 S5 9 000 V 
聚焦 8 h—S6 500 V 快速 ,可 以 保持 12 h ,聚焦 结 
的 胶 条 立即 用 平衡 缓冲 工 和 平衡 缓冲 液 下 进行 平 
衡 。 配 制 12% 分 离 胶 和 596 浓缩 胶 进 行 第 二 向 
SDS-PAGE 电泳 。 人 恒温 15% , 先 用 低 电 压 100 V/ 
gel/11 cm Jr; H] 200 V/gel/11 cm 电泳 , 考 马 斯 亮 蓝 
R250 浴 液 染色 胶 , 冰 乙酸 脱色 后 凝 胶 成 像 。 
1.4 生物 信息 学 分 析 和 MALDI-TOF/MS 测序 

染色 后 的 凝 胶 用 ImageScanner 扫描 ,用 
PDQuest 软件 分 析 图 谱 , 分 析 白 蚁 前 中 肠 和 后 肠 中 
的 高 表达 和 差异 表达 和 蛋白 ,确认 其 显著 差异 的 蛋白 
( 灰 度 比值 大 于 2) 。 用 双向 电泳 的 至 少 2 个 标准 和 蛋 
白质 计算 样品 胶 中 蛋白 质点 分 子 量 和 等 电 点 的 实验 
值 。 选 取 高 表达 和 显著 差异 表达 蛋白 质点 ,用 灭 过 
菌 和 去 头 的 黄色 枪 头 沿 着 染色 边缘 切 下 差异 蛋白 点 
放 入 Eppendorf 管 中 , 进 行 蛋 白质 溶解 ,由 上 海 博 殖 
科技 生物 技术 有 限 公 司 测序 。 

Hj MALDLITOF/MS 的 数据 采集 软件 
Flexcontro. 1 3. 0 对 样品 孔 的 数据 进行 采集 ,每 孔 取 
10 个 进行 激光 点 击 其 不 同位 置 。 运 用 数据 库 























World-2D PAGE, UniProt, ExPASy, NCBI 和 GenBank 
等 通过 数学 和 计算 机 技术 手段 对 生物 信息 进行 收 
集 .加工 、 存 储 、 分 析 与 解析 方法 来 诠释 实验 的 结果 。 
通过 Cn3D 4.3 软件 预测 了 酶 蛋白 的 高 级 结构 ,并 用 
SignalP 4. 1 Server 软件 分 析 了 5 个 蛋白 的 信号 肽 序 
列 信 息 。 


2 结果 


2.1 扩 头 袭 和 白蚁 肠 道 及 其 内 容 物 蛋 白 的 电泳 结果 

扩 头 化 白蚁 前 中 肠 和 后 肠 及 其 内 容 物 蛋 白 的 双 
向 电泳 图 谱 如 图 所 示 ( 图 2: A, B) ,从 图 中 可 以 看 
出 ,蛋白 点 清晰 透亮 种 类 多 , 且 白蚁 前 中 肠 内 容 物 蛋 
白 与 后 肠 的 差异 明显 ,适合 对 白蚁 前 中 上 肠 和 后 肠 内 
容 物 蛋白 进行 差异 比 对 研究 。 用 PDQuest 软件 分 析 
发 现 ,白蚁 前 中 肠 有 182 个 可 分 辨 蛋 白 点 ,后 肠 有 
108 个 可 分 辨 蛋 白 点 ,其 中 有 28 个 和 蛋白 在 前 中 肠 和 
后 肠 均 高 效 表 达 、78 个 蛋白 仅 在 前 中 肠 表 达 、37 个 
蛋白 仅 在 后 肠 表 达 , 排 除 独 有 的 蛋白 点 ,有 23 个 和 蛋 
白 在 前 中 肠 的 表达 量 大 于 后 肠 的 2 倍 .31 个 蛋白 在 
后 肠 的 表达 量 大 于 前 中 肠 的 2 倍 。 图 2(C) 为 加 
196 CMC-Na fifi 3E JI HY SDS-PAGE 电泳 图 谱 , 从 图 
中 可 以 看 出 白蚁 肠 道 内 容 物 纤维 素 降解 酶 的 分 子 量 
大 小 范围 ,前 中 肠 的 蛋白 分 子 量 分 别 为 在 25 ~ 28 
kD 和 43 ~85 kD 范围 内 ,后 肠 的 在 35 ~85 kD 范围 
内 ,所 以 该 筛选 图 谐 可 以 为 扣 点 测序 的 蛋白 分 子 量 
范围 提供 有 力 的 依据 。 
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2 扩 头 蔡 白 蚁 肠 道 及 其 内 容 物 蛋 白 的 双向 电泳 图 谱 
Fig. 2 2-DE analysis of proteins in the gut including gut contents of Tsaitermes ampliceps 
A; 前 中 肠 和 蛋白 Proteins in the fore- and midgut; B: 后 肠 和 蛋白 Proteins in the hindgut. 图 中 的 数字 为 进行 扣 点 测序 的 蛋白 ,数字 的 颜色 表示 蛋白 的 














功能 (黑色 示 结 构 蛋 白 ; 蓝 色 示 调节 蛋白 ;粉红 色 示 白蚁 代谢 蛋白 ;红色 示 微 生物 代谢 蛋白 ;黄色 示 未 测 出 蛋白 ) The number shows the proteins 


selected to sequence. The color of number shows the function of proteins ( black showing the structural proteins, blue showing the regulatory proteins, pink 


showing the metabolism-related proteins in termites, red showing the metabolism-related proteins in microorganism, and yellow showing the undetected 


proteins). C: 加 1% CMC-Na 筛选 底 物 的 SDS-PAGE 电泳 图 谱 The SDS-PAGE figure when adding 1% CMC-Na as the substrate. 











7 期 苏 丽 娟 等 : 扩 头 获 白 蚁 肠 道 蛋白 的 鉴定 829 








2.2 扩 头 获 白 蚁 肠 道 及 其 内 容 物 蛋 白 的 鉴定 

对 高 表达 或 高 差异 表达 的 47 个 蛋白 点 进行 扣 
Ai fll MALDI-TOF/MS 测序 ,成 功 匹 配 出 39 个 蛋白， 
表 1 是 通过 MS/MS 分 析 前 中 肠 和 后 肠 的 差异 蛋白 
功能 信息 ,从 表 中 可 以 看 出 测序 蛋白 可 以 分 为 4 类 : 
(1) 结 构 蛋 白 :1 个 副 肌 球 蛋白 (图 2 中 16)、1 个 角 
蛋白 1( 图 2 中 37)、2 个 原 肌 球 蛋 白 ( 图 2 中 6 和 
7) 5 个 肌 动 蛋白 (图 2 中 24, 25, 34, 36 和 44) .4 
个 昆虫 储存 蛋白 (图 2 中 1, 2, 13 和 14);(2) 调 节 
蛋白 :1 个 转 铁 蛋白 (图 2 h 15).1 个 致死 蛋白 2 
(图 2 中 35) .1 个 钙 调 素 蛋白 (图 2 中 32 号 假定 蛋 
白 与 Ca 转运 有 关 ) 2 个 储 铁 蛋白 (图 2 中 28 和 
42) 4 个 热 激 蛋 白 ( 图 2 中 17, 19, 22 和 40);(3) 
白蚁 代谢 蛋白 :1 个 EA 酯 酶 (图 2 中 26) .1 ARA 
酸 二 肽 酶 (图 2 中 27)、2 个 内 源 性 纤维 素 酶 (图 2 
中 3 和 4) 3 个 精 氨 酸 激酶 (图 2 中 9, 29 和 30, 其 
中 29 号 假定 蛋白 预测 为 精 氨 酸 激酶 ) 和 3 个 二 硫化 
物 异 构 酶 (图 2 中 11, 18 和 33);(4) 肠 道内 容 物 微 
生物 代谢 蛋白 :1 个 内 切 B-1,4- 葡 聚 糖 酶 (图 2 中 
5) 1 个 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 (图 2 中 39) 1 个 B- 内 
酰胺 酶 (图 2 中 41 号 蛋白 有 B- 内 酰胺 酶 结构 域 ) 1 
个 超 氧化 物 歧化 酶 (图 2 中 46) 1 个 糖 基 水 解 酶 11 
家 族 (图 2 中 45) 和 2 个 醛 酮 还 原 酶 (图 2 中 8 和 
31) 。 其 中 结构 和 蛋白、 调节 蛋白 和 白 蚊 代谢 蛋白 等 
内 源 性 蛋白 32 个 , 占 匹 配 成 功 和 蛋白 82. 1% ;外 源 性 
蛋白 即 微生物 代谢 蛋白 7 个 , 占 17.9% ,从 功能 蛋 
白 的 种 类 和 数量 上 可 以 判断 内 源 性 蛋白 多 于 外 源 性 
蛋白 。 
2.3” 扩 头 蒙 白蚁 前 中 上 肠 与 后 肠 差 异 表达 蛋白 的 比较 

匹配 出 的 39 个 蛋白 中 ,在 前 中 肠 和 后 肠 均 高 效 
表达 有 11 个 ,其 中 4 个 结构 蛋白 ,3 个 微生物 代谢 
蛋白 ,主要 有 储存 蛋白 、 肌 球 和 蛋白 . 醛 酮 还 原 酶 等 , 表 
明白 蚁 前 中 肠 和 后 肠 在 日 常生 活 中 均 需 要 储存 自身 
所 需要 的 蛋白 以 及 防止 共 价 大 分 子 结合 的 损害 。 仅 
在 前 中 肠 表达 的 蛋白 有 12 个 ,其 中 6 个 白蚁 代谢 蛋 
白 ,主要 有 内 源 性 纤维 素 酶 .二 硫化 物 异 构 酶 .FE4 酯 
酶 等 ,推测 白蚁 在 前 中 上 肠 主要 进行 能 量 代谢 活动 , 尤 
其 是 内 源 性 纤维 素 的 降解 。 仅 在 后 肠 表达 的 蛋白 有 
8 个 ,主要 是 微生物 代谢 蛋白 ,有 糖 基 水 解 酶 第 十 一 
家 族 、 超 氧化 物 歧化 酶 等 ,表明 白蚁 在 后 肠 主要 参与 
半 纤 维 素 和 木质 素 的 降解 。 和 蛋白 在 前 中 肠 的 表达 量 
大 于 后 肠 2 倍 的 有 5 个 ,其 中 有 4 个 结构 蛋白 ,主要 
是 肌 球 蛋白 . 肌 动 蛋白 等 ,表明 白蚁 需要 在 前 中 肠 储 
存 所 需 蛋白 。 和 蛋白 在 后 肠 的 表达 量 大 于 前 中 肠 的 2 























































































































倍 有 3 个 ,主要 有 热 休 克 和 蛋白 MARSE. DI 
上 信息 在 消化 代谢 方面 可 以 得 出 白蚁 前 中 肠 主要 进 
行 白 蚁 代谢 活动 ,后 肠 进 行 微生物 代谢 活动 ,可 以 推 
测 白蚁 吞食 木头 后 ,在 前 中 肠 进 行 初步 消化 降解 ,经 
过 后 肠 微生物 代谢 进一步 降解 ,形成 微生物 蛋白 ,再 
通过 肛 哺 饲 喂 其 他 白蚁 。 
2.4 ” 扩 头 蒙 白蚁 肠 道 木质 纤维 素 降 解 酶 的 3D 结 
构 预 测 

从 表 1 中 可 以 看 出 参与 木质 纤维 素 降解 和 代谢 
相关 的 酶 或 非 酶 蛋白 主要 有 5 个 ( 表 1 中 3, 4, 5, 
45 和 46) ,通过 Cn3D 4.3 软件 预测 4 个 酶 的 高 级 结 
构 ( 表 1 中 4, 5, 45 和 46)( 图 3) ,图 3(A) 是 白蚁 
内 源 性 纤维 素 酶 | CH9 家 族 内 切 和 葡 聚 糖 酶 , (oa/a)。 
结构 ]; 图 3(B) 是 白蚁 内 切 B-1,4- 葡 聚 糖 酶 | GH9 
KKA H R R E, Caa) 结构 ]; 图 3(C) 是 
GH11 家 族 木 聚 糖 酶 [ 内 切 B-1,4- 木 聚 糖 酶 ,B-jelly 
roll 结构 ;三 级 结构 比 对 可 能 为 GHIL/GHI2) ] ,由 
日 蚁 共生 不 可 培养 原生 动物 产生 的 ;图 3(D) 是 Cu- 
Zn SOD( B-sandwich 结构 ) ,来 源 于 双 翅 目 果 晶 科 的 
Scaptodrosophila lebanonensis, 7j Y EIRA Hi T X 
几 个 蛋白 ,用 SignalP 4. 1 Server 软件 分 析 了 5 个 蛋 
白 的 信号 肽 序列 信息 ,结果 发 现 :1 个 内 源 性 纤维 素 
酶 的 蛋白 信号 上 肽 概率 0. 885, 最 大 分 隔 位 点 概率 是 
0. 450 , 酶 切 位 点 位 于 第 18 与 19 位 氨基 酸 之 间 ;1 
个 内 源 性 纤维 素 酶 的 信号 肽 概率 0. 845 , 最 大 分 隔 
位 点 概率 是 0. 450 , 酶 切 位 点 位 于 第 16 与 17 位 氨 
基 酸 之 间 ;1 个 糖 基 水 解 酶 11 家 族 的 蛋白 信号 肽 概 
率 0.546 ,最 大 分 隔 位 点 概率 是 0. 450 , 酶 切 位 点 位 
于 第 22 与 23 位 氨基 酸 之 间 ;1 个 内 切 B-1 ,4- 葡 聚 
糖 酶 和 1 个 超 氧化 物 攻 化 酶 的 信号 肽 概率 分 别 为 
0.115 和 0. 099 ,最 大 分 隔 位 点 概率 是 0. 450 , 预测 
不 到 其 酶 切 位 点 。 























































































































由 于 白蚁 材料 的 特殊 性 ,使 得 白蚁 肠 道 内 容 物 
(前 中 肠 和 后 肠 ) 和 蛋白 提取 比较 困难 ,本 实验 对 日 下 
肠 道内 容 物 双向 电泳 蛋白 的 提取 和 纯化 方法 进行 了 
摸索 。 首 先 用 肠 道 微生物 蛋白 提取 方法 提取 日 蚁 肠 
道内 容 物 蛋白 ,双向 电泳 图 谱 上 的 蛋白 点 大 部 分 聚 
集 在 SDS-PAGE 凝 胶 的 靠 上 部 分 ,存在 这 种 现象 的 
原因 是 可 能 等 电 聚 焦 不 充分 、SDS-PACE 电泳 时 间 
稍 少 、 裂 解 液 内 含有 NaCl 和 SDS 等 离子 试剂 .白蚁 
肠 道 内 容 物 提 取 的 特殊 性 等 。 并 对 白 蚊 和 蝗虫 肠 道 
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图 3 扩 头 蔡 白 蚁 肠 道 木质 纤维 素 降解 酶 的 
白 结构 预测 


Fig. 3 Protein structure prediction of lignocellulolytic 
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enzymes in the gut of Tsaitermes ampliceps 
A; 白蚁 内 源 性 纤维 素 酶 [ GH9 家 族 内 切 葡 聚 糖 酶 ,(a/a)6 结构 | 
Endogenous cellulose from termites [ GH9s, (o/a)6]; B: 白蚁 内 切 
B-1,4- 葡 聚 糖 酶 L GH9 家 族 内 切 葡 聚 糖 酶 (ao/a)6 结构 ]Endo- 
beta-1 ,4-glucanase HsEG4 from termites [ GH9s, (o/a)6]; C: 来 
源 于 不 可 培养 微生物 的 内 切 B-1,4- 木 聚 糖 酶 (GH11 家 族 木 聚 糖 
酶 ,B-jelly roll 结构 ) Endo-B-1 ,4-xylanase ( GH11, B-jelly roll) from 
uncultured microorganism; D; 来源 于 互利 共生 微生物 的 Cu-Zn 
SOD( B-sandwich 结构 ) Cu-Zn SOD ( g-sandwich) from mutualistic 


microorganisms. 























微生物 蛋白 提取 进行 了 比较 ,发 现 相 同 实验 方法 和 
总 蛋白 量 的 白蚁 的 双向 电泳 图 谱 比 蝗虫 的 蛋白 点 少 
得 多 ,可 能 是 由 于 白蚁 肠 道 过 于 纤细 ,无 法 剥离 ,人 匀 
浆 后 残留 肠 壁 组 织 、 脂 肪 、 核 酸 及 糖 类 等 杂质 。 然 后 
采用 植物 组 织 蛋 白 提取 方法 ( 耿 旭 等 , 2010) 并 进行 
改进 ,比如 增加 pH 8.0 Tris- 平 衡 酚 ,可 以 有 效 地 使 
蛋白 和 其 他 杂质 分 开 , 从 而 达到 纯化 的 目的 ,但 是 双 
向 电泳 图 谱 显 示 并 不 理想 。 最 后 增加 Micro PES 树 
脂 过 小 和 蛋 日 的 提取 方法 ,使 蛋白 与 杂质 分 开 , 使 蛋白 
样品 损失 较 少 ,蛋白 点 清晰 透亮 ,白蚁 前 中 肠 和 后 肠 
蛋白 差异 明显 ,便于 后 续 差 异 蛋 白 的 扣 点 和 测序 
分 析 。 

通过 UniProt, ExPASy, NCBI 和 GenBank 等 数 
据 库 分 析 匹 配 成 功 的 39 个 蛋白 点 ,预测 扩 头 蔡 白 蚁 
前 中 肠 与 后 肠 差 异 蛋 日 功能 ,这 些 蛋 白 包 括 结构 和 蛋 
白 、 调 节 企 白 、 白 蚁 代谢 蛋白 和 白蚁 肠 道 微生物 代谢 
蛋白 四 大 类 ;从 测序 的 蛋白 可 以 看 出 结构 蛋白 占 总 
测 得 蛋白 的 L/3, 主要 有 储存 蛋白 、 肌 球 和 蛋白 、 肌 动 
蛋 晶 等 ( 表 1)。 储 存 蛋 日 是 昆虫 普遍 存在 的 一 种 特 
































异性 血 淋 巴 蛋白 ,通常 在 幼虫 的 脂肪 体内 合成 ,释放 
到 血 淋 巴 中 ,之 后 被 脂肪 体 选择 性 吸收 ,作为 氨基 酸 
的 贮存 库 ,并 对 成 虫 发 育 和 雌性 卵 发 育 起 重要 的 作 
用 ( 马 彩 霞 等 , 2002)。 肌 动 蛋 白 与 整合 蛋白 结合 在 
一 起 ,组 成 细胞 的 骨架 ,展示 特有 的 物理 和 空间 结构 
特征 ( Geiger et al., 2009)。 扩 头 蔡 日 蚁 中 高 表达 或 
高 差异 表达 的 调节 蛋白 有 9 个 ,主要 有 热 激 和 蛋白、 钙 
调 素 和 蛋白、 储 铁 蛋白 等 ( 表 1)。 其 中 热 激 蛋白 是 生 
物体 在 不 利 环境 因素 刺激 下 应 激 合成 的 一 组 进化 上 
高 度 保 守 的 蛋白 质 ( 曲 凌云 等 , 2004) 。 钙 调 素 
(CaM) 作为 最 重要 的 一 类 Cat 传 感 蛋白 可 通过 与 
其 下 游 的 CaM 结合 蛋白 (CaMBP) 作 用 调节 细胞 的 
生理 功能 。 因 此 CaMBP 的 研究 是 揭示 CaM 作用 机 
制 的 重要 内 容 , 是 探 明 Ca -CaM 信号 转 导 系 统 的 
关键 。 因 此 白蚁 自身 分 泌 调节 和 蛋白 主要 是 白蚁 受到 
外 界 干 扰 或 自身 信号 传导 的 影响 。 

白蚁 代谢 蛋白 主要 包括 木质 纤维 素 降解 酶 、 精 
氨 酸 激酶 . 醛 酮 还 原 酶 、 二 硫化 物 异 构 酶 、 谷 胱 甘 肽 
S- 转 移 酶 等 ,其 中 精 氨 酸 激酶 是 昆虫 能 量 代谢 的 关 
键 酶 ,与 白蚁 的 食物 消化 和 生长 发 育 密 切 相关 ;另外 
内 质 网 是 一 种 高 度 特 化 的 细胞 器 ,涉及 到 细胞 外 膜 
蛋白 和 分 泌 和 蛋白 的 成 熟 ,其 中 二 硫 键 形 成 是 关键 的 
一 步 (Sevier and Kaiser, 2002) ,而 白蚁 肠 道 内 容 物 
中 的 二 硫化 物 异 构 酶 和 谷 胱 甘 肽 5- 转移 酶 都 有 氧 
化 还 原 酶 的 作用 ,推测 也 参与 内 质 网 折 县 过 程 中 半 
胱 氮 酸 残 基 的 琉 氧 基 的 氧化 连接 (Sevier and 
Kaiser, 2006; Schröder, 2008) ,它们 通过 底 物 蛋白 
的 琉 基 -二 硫化 物 的 交换 机 制 转移 二 硫 键 ( Sevier 
and Kaiser, 2006) ,形成 二 硫 键 ,而 这 个 二 硫 键 被 直 
接 转移 到 分 泌 和 蛋白, 参与 分 泌 蛋 白 的 结构 形成 (Tu 
and Weissman, 2004; Seo et al., 2015) 。 

迄今 为 止 , 人 们 在 白蚁 肠 道 共生 微生物 中 获得 
的 外 源 纤维 素 酶 基因 已 近 千 个 ,主要 分 属 糖 基 水 解 
酶 家 族 的 第 5 家 族 、 第 7 家 族 和 第 45 家 族 ( GH5 , 
GH7 和 GH45) ,并 已 在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 中 
成 功 表达 近 百 个 ,而 白蚁 内 源 纤 维 素 酶 基因 只 有 约 
20 种 得 到 克隆 ,属于 GH9 , 目前 只 有 部 分 在 原核 表 
达成 功 的 报道 ,所 以 白蚁 的 内 源 性 纤维 素 酶 需要 更 
深入 地 研究 。 本 实验 成 功 鉴 定 到 了 参与 木质 纤维 素 
降解 和 代谢 相关 的 酶 有 5 个 ,分 别 是 2 个 白蚁 内 源 
性 纤维 素 酶 | CH9 家 族 内 切 葡 聚 糖 酶 , (a/a)。 结 
W, REFIRAN R. flavipes] 1 PARAHI B- 
1,4- 葡 聚 糖 酶 [ GH9 KAHR NE, Caa) 结 
TJ ,来 源 于 山林 原 白 蚁 H. sjostedti] 1 个 GH11 家 族 
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木 聚 糖 酶 [ 内 切 B-1 ,4- 木 聚 糖 酶 ,B-jelly roll 结构 ) , 
由 白蚁 共生 原生 动物 产生 的 ] 1 个 Cu-Zn SOD[ ( p- 
sandwich 结构 ) ,来 源 于 双 翅 目 果 晶 科 花 果 晶 属 的 
Scaptodrosophila lebanonensis ] (图 3) ,由 于 木质 素 分 
解 时 产生 细胞 色素 的 自由 基 , 抗 氧化 酶 可 减少 自由 
基 , 已 经 应 用 于 工业 木质 纤维 素 降 解 的 预 处 理 
( Brune et al., 1994) 。 而 SOD 可 以 保护 中 毒 的 白蚁 
消化 道 共 生 有 机 体 的 木质 素 降解 产物 ,因此 , 它 或 许 
可 以 保护 由 木质 素 降 解 产生 的 氧化 毒害 。 本 实验 的 
研究 鉴定 的 酶 都 在 白蚁 的 木质 纤维 素 降 解 中 起 非常 
重要 的 作用 ,因此 ,下 一 步 可 以 对 这 些 酶 进行 分 离 纯 
化 或 者 结构 改造 ,提高 酶 的 活性 ,应 用 于 木质 纤维 素 
生物 能 源 的 高 效 降解 。 
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